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EFICIENCIA DE PRIMERS RELACIONADOS AO METABOLISMO LIPiDICO
EM PINHAO MANSO (Jatropha curcas L.) PARA USO EM PCR EM TEMPO REAL
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INTRODUCAO

Fontes alternativas de combustiveis, como o bioetanol e biodiesel, mostram-se promissores
para aliviar os problemas de aumento nos niveis de didxido de carbono liberados na atmosfera,
causados pelo consumo de combustiveis fosseis. O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) apresenta
potencial para produgdo de biodiesel por apresentar teores consideraveis de 6leo (até¢ 40%), e ainda
caracteristicas agrondmicas importantes na qualidade do 6leo produzido. Além disso, por ndo se
tratar de uma cultura comestivel, ndo compromete a segurancga alimentar, e seu cultivo em solos
degradados pode auxiliar no controle da erosdao, ndo competindo por areas destinadas a producao de
alimentos (DIVAKARA et al., 2010; NATARAJAN & PARANI, 2011).

Incrementos na produtividade e qualidade do 6leo das sementes de pinhdo-manso tém sido
almejados, incluindo o aumento no contetdo de 6leo; o decréscimo no conteido de acidos graxos
insaturados (para aumentar a estabilidade oxidativa), de acidos graxos livres (para impedir a
formacao de sabdo e aumentar a produtividade de biodiesel), bem como de acidos graxos de 18
carbonos (para reduzir a viscosidade para melhor atomizacdo do biodiesel); a tolerancia a seca; e a
resisténcia a pestes ¢ doengas (NATARAJAN & PARANI, 2011). Assim, a avaliagdo da expressao
de genes envolvidos na rota metabolica de lipideos contribuird para o melhoramento genético
vegetal e engenharia metabolica voltados para o aumento da produtividade e qualidade do dleo das
sementes de pinhdo manso.

A técnica de PCR em tempo real revolucionou o campo de andlise de expressdo génica em
organismos vivos, pois permite a quantificagdo dos amplicons a cada ciclo da reacdo usando
fluorescéncia, com sensibilidade e especificidade (GACHON et al., 2004). No entanto, para usufruir
destas vantagens e garantir a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados de quantificacdo
relativa, o método preconiza uma eficiéncia de amplificagdo da reacdo igual ou superior a 90%
utilizando um dado conjunto de primers. Além disso, ¢ de suma importancia a normalizagdo com
genes endogenos (genes de referéncia ou housekeeping), os quais participam de processos celulares

basicos e possuem um nivel de expressdo constante entre os diferentes tratamentos, 6rgaos e fases
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Visando o estudo da expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico em pinhao
manso, o trabalho objetivou verificar a eficiéncia de amplificagdo dos primers relacionados aos
genes que codificam para acido lisofosfatidico aciltransferase (LPAAT2), acil ACP tioesterase
(FATA) e acil-CoA diacilglicerol aciltransferase (DGATTI), relacionados ao metabolismo lipidico,
bem como genes enddgenos que codificam para actina (ACT) e tubulina (TUB), buscando

eficiéncias satisfatorias para o uso em PCR em tempo real.

MATERIAL E METODOS

Sementes de pinhdo manso, cultivados na sede da Embrapa Clima Temperado (Pelotas/RS),
foram coletadas, maceradas com auxilio de nitrogénio liquido, e imediatamente armazenados a
-80°C até o momento das analises. A extragdo de RNA total das sementes foi realizada pelo método
do CTAB com modificagdes (Messias et al., 2010), a qualidade foi avaliada por eletroforese em gel
de agarose 1% e a concentra¢do foi calculada por fluorometria (QuBit-RNA BR, Invitrogen™).
Aliquotas de 1pug de RNA total foram digeridas com 1U DNAse e 1x DNAse I Reaction Buffer, e
utilizadas para transcrigdo reversa com a enzima M-MLV, conforme fabricante (Invitrogen™).

A eficiéncia de amplificacdo dos primers LPAAT2, FATA, DGATI1, ACT e TUB foi
mensurada utilizando um termociclador modelo 7500 Fast (Applied Biosystems), realizando
dilui¢des seriadas de cDNA e plotando o Ct gerado (ciclo de PCR acima do background onde o
amplicon ¢ detectado) em funcdo do logaritmo da concentragdo da amostra. O slope resultante da
equagao de regressdo indica a eficiéncia da PCR, onde: Eficiéncia=[10(-1/slope)]-1.
Concomitantemente, a curva de dissociacdo de cada primer foi avaliada a fim de verificar possiveis

amplificagdes de fragmentos inespecificos e estruturas secundarias formadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os primers avaliados foram amplificados com porcentagem de eficiéncia adequada
para uso em PCR em tempo real, como mostra a tabela abaixo e a Figura 1, a qual apresenta a curva
padrao gerada a partir dos dados de amplificagdo utilizando dilui¢des seriadas de cDNA para cada
par de primer. A presenca de um unico pico na curva de dissociagdo, sugerem que nao ocorreram

amplifica¢des de fragmentos inespecificos e formagao de estruturas secundarias (Figura 2).
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Tabela 1. Eficiéncia de amplicagdo (%) de primers de pinhdo manso relacionados ao metabolismo

lipidico e genes enddgenos.
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Figura 1. Curva padrio gerada a partir dos dados de Ct gerados utilizando dilui¢do seriada de

cDNA com cada par de primers.
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Figura 2. Curva de dissociagdo e curva padrao dos primers avaliados no presente estudo.
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Todos os primers avaliados apresentaram eficiéncia satisfatoria e especificidade, permitindo
sua utilizagdo em analises confidveis de expressdo génica por PCR em tempo real, utilizando

amostras de pinhao manso.
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